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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Protease- verwandtes Protein, eine ein solches kodierende DNA und ein Verfah- 
ren zur Herstellung eines solchen. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des Proteins sowie gegen 
5 das Protein gerichtete Antikorper. 

Eine Haaranomalie ist haufig durch eine gestorte Keratinisierung des Haares bedingt. Aus Untersuchungen mit Nackt- 
mausen ist bekannt, daB das Genprodukt eines mit whn bezeichneten Gens fur die Keratinisierung des Haares wichtig ist. 
Dieses Genprodukt ist ein Transkxiptionsfaktor. Seine Zielgene sind allerdings nicht bekannt. Insofern ist es nicht mog- 
lich, in die Keratinisierung des Haares einzugreifen. Dies ware aber wiinschenswert, insbesondere wenn die Keratinisie- 
10 rung des Haares gestort ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somitdie Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem die Keratinisierung 
des Haares untersucht und gegebenenfalls reguliert werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Protease- verwandtes Protein, wobei das Protein die Aminosau- 
15 resequenz von Fig. 1 oder eine hiervon durch eine oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz um- 
faBt. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daB das Genprodukt des whn-Gens fur die Re- 
gulation der Expression von mindestens drei Genen verantwortlich ist. Zwei dieser Gene kodieren fur die bekannten Ke- 
ratine Ha3 (vgl. Winter, H. et aL, Exp. Cell Res. 212 (1994), 190-200) bzw. CK15 (vgl. Nozaki, M. et al., Gene 138 
20 (1994), 197-200). Das dritte Gen kodiert fiir ein Protein, das Homologien zu einer Protease der Kallikrein-Familie, ge- 
gebenenenfalls eine Protease-Akti vital aufweist, sich aber von einer bekannten Protease der Kallikrein-Familie auf dem 
DNA- Level durch Hybridisierung unter ublichen Bedingungen unterscheidet. Ein solches Protein weist die Aminosau- 
resequenz von Fig. 1 oder eine hiervon durch eine oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosauresequenz auf. 
Ferner hat der Anmelder erkannt, daB bei Fehlen des Genprodukts des whn-Gens die Gene von Ha3 und CK15 unterex- 
25 primiert sind, wahrend das Gen vorstehenden Proteins iiberexprimiert ist. 

In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit "Protease-verwandtes Protein" (PVP) bezeichnet. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fiir ein (PVP) kodierende Nukleinsaure. Dies kann eine 
RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z. B. eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, ge- 
maB Anspruch 2. 

30 Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ublichen Bedingungen, insbesondere bei 
20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit einer DNA von (a) hybridisiert. 

Ein Abschnitt der DNA von Fig. 1 wurde bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu- 
ren) als pRDA2-la unter DSM 11522 am 23. 

Nachstehend wird eine erfindungsgemaBe DNA in Form einer cDNA beschrieben. Diese steht beispielhaft fur jede un- 
35 ter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 

Zur Herstellung einer erfindungsgemaBen cDNA ist es giinstig, mRNA aus Hautzellen von whn(+/+)- bzw. nu/nu 
(whn(-/-))-Mausen zu isolieren, die mRNA in cDNA umzuschreiben und die cDNA einem "Representational Difference 
Analysis" (RDA)-Verfahren (vgl. Hubank, M. and Schatz, D., Nucleic Acids Research 22 (1994), 5640-5648) zu unter- 
ziehen, wodurch jene cDNA identifiziert wird, die in nu/nu-Mausen im Vergleich zu whn(+/+)-Mausen unter- bzw. iiber- 
40 exprimiert wird. Insbesondere letztere cDNA stellt eine erfindungsgemaBe cDNA dar. 

Eine erfindungsgemaBe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressions vektor vorliegen. Beispiele soicher sind dem 
Fachmann bekannt. Im Falle eines Expressionsvektors fur E. coli sind dies z. B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z. B. pYlOO und Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in 
tierischen Zellen z. B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet 
45 sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn eine, erfindungsgemaBe, in einem Expressionsvektor vorliegende cDNA zu 
exprimieren. Beispiele soicher Zellen umfassen die E. coli-Stamme HB101, DHL x 1776, JM 101, JM 109, BL21 und SG 
13009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen Ltk, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und 
HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 
50 Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine erfindungsgemaBe cDNA in einen Expressionsvektor inseriert werden 
muB. Ihm ist auch bekannt, daB diese DNA in Verbindung mit einer fiir ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden 
DNA inseriert werden kann, so daB die erfindungsgemaBe cDNA in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden kann. 

Desweiteren kennt der Fachmann Bedingungen, trans formierte bzw. transfizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm 
Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemaBe cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein solches 
55 Protein, das auch ein Fusions protein sein kann, isi somit ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsprotein ge- 
richteter Antikorper. Ein soicher Antikorper kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw, 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere Kaninchen oder Hiihner fur einen polyklona- 
len und Mause fiir einen monoklonalen Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon zu 
60 immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fusions)protein oder Fragmenten davon erfolgen. 
Der polyklonale Antikorper kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fiir den monoklonalen 
Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, die Keratinisierung des Haares zu untersuchen. Mit einem erfindungsgema- 
Ben Antikorper kann (PVP) in Zellen, insbesondere Hautzellen, nachgewiesen werden. Es kann eine Beziehung von 
65 (PVP) zur Keratinisierung des Haares hergestellt werden. Ferner kann mit einem erfindungsgemaBen (PVP) ein gegen 
dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, ins- 
besondere einen Western Blot, einen ELIS A, eine Immunprazipitation oder durch Immunfluoreszenz, erfolgen. Deswei- 
teren kann mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die 
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Expression des tur (PVP) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in ublicher Weise, insbeson- 
dere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Daniberhinaus eignet sich die vorliegende Erfindung, regulierend in die Keratinisierung des Haares einzugreifen, 
Diese Regulierung kann positiver oder negativer Art sein. Als positive Regulierung ist jene zu verstehen, mit der einer 
gestorten Keratinisierung des Haares begegnet werden kann. Eine negative Regulierung wurde vorliegen, wenn eine nor- 5 
male bzw. starke Keratinisierung des Haares abgeschwacht wird. 

Fur eine positive Regulierung der Keratinisierung des Haares bietet es sich an, (PVP) in Form eines es inhibierenden 
Stoffes zu verwenden. Dieser Stoff kann ein erfindungsgemaBer Antikorper sein. Ferner kann er ein Anti-Sinn-Oligonu- 
kleotid sein, das sich zur Expressions-Inhibierung des fur (PVP) kodierenden Gens eignet. Desweiteren kann der Stoff 
ein solcher sein, der zu (PVP) antagonistisch wirkt. Von Vorteil kann es sein, wenn mehrere der Stoffe verwendet werden. 10 
Besonders gunstig kann es sein, wenn zusatzlich ein oder mehrere der Proteine Ha3 und CK15 als solche oder in Form 
von sie exprimierenden Nukleinsauren verwendet werden. 

Fur eine negative Regulierung der Keratinisierung des Haares bietet es sich an, (PVP) als solches oder in Form einer es 
exprimierenden Nukleinsaure zu verwenden. Von Vorteil kann es sein, wenn zusatzlich ein oder mehrere der Proteine 
Ha3 und CK15 in Form von sie inhibierenden Stoften verwendet werden. Solche Stoffe konnen gegen Ha3 bzw. CK15 15 
gerichtete Antikorper oder Anti-Sinn-Oligonukleotide sein, die sich zur Expressions-Inhibierung der fiir Ha3 bzw. CK15 
kodierenden Gene eignen. Auch konnen die Stoffe solche sein, die antagonistisch zu Ha3 bzw. CK15 wirken. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Mittel, das sich zur Regulierung der Keratinisierung des Haares eignet. 
FUr die Zusammensetzung eines solchen Mittels gelten vorstehende Ausfuhrungen hinsichtlich der positiven und nega- 
tive n Regulierung der Keratinisierung des Haares entsprechend. 20 

Die vorliegende Erfindung stellt somit einen groBen Beitrag zum Verstandnis der Keratinisierung des Haares und zu 
einem moglichen regulierenden Eingreifen dar. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz einer erfindungsgemaBen cDNA sowie die davon abgeleitete Aminosauresequenz eines 
erfindungsgemaBen (PVP). 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 

Beispiel 1: Herstellung einer erfindungsgemaBen cDNA 30 

Eine erfindungsgemaBe cDNA wurde gemaB des "Representational Difference Analysis" (RDA)-Verfahrens herge- 
stellt. Dieses Verfahren umfaBt die Isolierung von mRNA aus Hautzellen von whn(+/+)-Mausen bzw. nu/nu-Mausen, die 
Umschreibung der mRNA in cDNA und die Differenzierung der cDNA, wodurch solche identifiziert wird, die in nu/nu- 
Mausen unter- bzw. uberexprimiert wird. Insbesondere letztere stellt eine erfindungsgemaBe cDNA dar. 35 

A) Sequenz der Oligonukleotidadaptoren 

Folgende Oligonukleotidadaptorenpaare wurden fur die RDA benotigt: 

40 

R-Bgl-12: 5'-GATCTGCGGTGA-3' 

R-Bgl-24: S'-AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA-S' 

45 

R-BgM2: 5'-GATCTGTTCATG-3' 

R-Bgi-24: S'-ACCGACGTCGACTATCCATGAACA-S' 

50 

N-Bgl-12: B'-GATCTTCCCTCG-S' 

N-Bgl-24: 5'-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA-3' . 55 



B) Herstellung von poly A- mRNA aus den miteinander zu vergleichenden Geweben 

Zunachst wurde RNA aus der Haut von whn(+/+)- bzw. nu/nu-Mausen nach der "Single-Step RNA-Extraction M -Me- . 60 
thode (Chomczynski and Sacchi, 1987) gewonnen. Die poly A-mRNA-Fraktionen aus den beiden RNA-Populationen 
wurden anschlieBend mit Hilfe von Dynabeads Oligo(dT) nach dem entsprechenden Protokoll der Finna Dynal isoliert. 



C) Synthese doppelstrangiger cDNA 

Zur Synthese von doppelstrangiger whn(+/+)- bzw. nu/nu-cDNA wurde das "Ribo Clone cDNA Synthesis Kit" der 
Finna Promega verwendet. Jeweils 4 ug poly A-mRNA wurden eingesetzt, urn ungefahr 2 ug cDNA zu erhalten. 
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D) Differenzanalyse 

t. Restriktionsverdau der doppelstrangigen cDNAs 

a) Ungefahr 2 |jg jeder cDNA wurden in einem 100 pl-Reaktionsansatz mit der Restriktionsendonuklease 
5 Dpnll 2 h bei 37°C verdaut. 

b) Die Reaktionslosungen wurden anschlieBend zweinial mit einem PhenoL/Chlorofonn-Gemisch (1:1) und 
eimnal mit l00%igem Chlorofonn extrahiert. 

c) Die in den waBrigen Phasen der beiden Reaktionsansatze enthaltene DNA wurde jeweils mit 2 pg Glyko- 
gen, 50 pi 10 M Arnmoniumacetat und 650 pi 100% Ethanol versetzt und 20 min auf Eis gefallt. 

io Nach 14-minutiger Zentrifugation bei 4°C und 14000 upm wurde der Uberstand verworfen und das DNA- Pel- 

let mit 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Entfernung der alkoholischen Phase wurde 
die getrocknete DNA in 20 ul TE-Puffer resuspendiert. 
2. Ligation der cDNAs an das R-Bgl-Oligonukleotidadaptorenpaar 

a) In einem ReaktionsgefaB wurden vereinigt: 

15 20 ul geschnittene cDNA (gesamter Reaktionsansatz aus Punkt D) lc) 

8 ug R-Bgl-24 

4ugR-Bgl-12 

6 ul 10 x Ligase Puffer 

x ul Wasser 
20 57 pi Endvolumen 

b) Der Reaktionsansatz wurde in einem Thermocycler (Peltier Thermocycler PTC-200, MJ Research) auf 
50°C erhitzt, 1 min auf dieser Temperatur gehalten und dann im Laufe einer Stunde wieder auf 10°C abgekiihlt 
(ramp rate: 0,l°C/9 sec). 

c) Nach Hinzutugen von 3 pi T4 DNA Ligase (1 U/pl) wurde das Gemisch uber Nacht bei 16°C inkubiert. 
25 3. Synthese von "Reprasentationen ,, der miteinander zu vergleichenden cDNA-Populationen 

a) Zur Generierung sog. "Reprasentationen" der ligierten cDNAs wurde zunachst das Volumen der Ligations- 
ansatze aus Punkt 2c) durch Zugabe von jeweils 140 pi Wasser auf 200 pi erganzt. 

Aus dieser verdunnten Losung wurden dann pro cDNA-Population (whn(+/+)- bzw. nu/nu-Haut) 30 Reaktio- 

nen zu jeweils 200 pi angesetzt. 
30 Einem solchen Ansatz wurden der Reihe nach folgende Reaktanden zugegeben: 

143 pi Wasser 

20 pi 10 x PCR-Puffer 

20 pi 2 niM dNTPs 

10 pi 25 niM Mg-Chlorid 
35 2 pi R-Bgl-24 (1 pg/pl) 

4 pi verdunnter Ligationsansatz 

b) PGR: 

3 min: 72°C 

Hinzufugen von 1 pi Taq-DNA-Polymerase (5 U/pl) 
40 20 x: 5 min: 95°C 

3 min: 72°C 

zuletzt: Abkuhlen auf 4°G. 

c) Zur Aufbereitung der Reaktionslosungen wurden jeweils 4 Reaktionsansatze in einem GefaB vereinigt. 
Extraktion: 2 x mit jeweils 700 pi Phenol/Chloroform (1 : 1), 1 x mit Chloroform 100%; 

45 Fallung: Zugabe von 75 pi 3 M Na-Acetatldsung (pH 5,3) und 800 pi 2-Propanol zu jedem ReaktionsgefaB, 

20 min Eis. 

Zentrifugation: 14 min. 14000 rpm, 4°C. 

Waschen des DNA-Pellets mit Ethanol 70% und Resuspension in soviel Wasser, daB eine Konzentration von 
0,5 pg/pl resultierte. 
50 4. Restriktionsverdau der " Reprasentationen" 

a) Zur Entfernung der R-Bgl-Oligonukleotidadaptoren wurden 300 pg jeder Reprasentation (whn(+/+)-Haut 
bzw. nu/nu-Haut) einem Restriktionsverdau unterzogen. Es wurde nach Zugabe der folgenden Reaktanden 4 h 
bei 37°C inkubiert: 

600 pi cDNA- Reprasentation (0,5 pg/pl) 
55 140 pi 10 x Dpnll-Puffer 

100 pi Dpnll (10 U/pl) 
560 pi Wasser. 

b) Der Restriktionsverdau-Ansatz wurde vor dessen Aufbereitung auf 2 GefaBe aufgeteilt. 
Extraktion: 2 x Phenol/Chloroform (1 : 1), 1 x Chlorofonn 100%; 

60 Fallung: Zugabe von 70 pi 3 M Na-Acetat (pH 5,3), 700 pi 2-Propanol zu jedem GefaB, 20 min Eis; 

Zentrifugation: 14 min, 14000 rpm, 4°C. 

Waschen des DNA-Pellets mit Ethanol 70% und Resuspension in soviel Wasser, daB eine Konzentration von 
0,5 pg/pl resultierte. 

Die so erhaltene, Dpnll-verdaute whn(+/+)-Haut-cDNA- Reprasentation stellte die in der subtraktiven Hybridi- 
65 sierung einzusetzende Driver-DNA-Population dar. 

5. Synthese der Tester-DNA-Population 

a) 20 pg der mit Dpnll verdauten nu/nu-Haut-cDNA-Reprasentation (= Tester-DNA) wurden in einem TAE- 
Gel elektrophoretisch aufgetrennt: 
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40 pi Tester-DNA (0,5 pg/pl) 

50 pi Te- Puffer 

10 pi 10 x Loading Buffer 

wurden auf ein I, 2% Agarose-TAE-Gel aufgetragen. Es wurde solange Spannung an das Gel gelegt, bis die 
Bromphenolblau-Komponente des Loading Buffers ungefahr 2 cm weit gewandert war. 5 

b) Anschliefiend wurden die Representations- DNA enthaltenden Banden aus dem Gel ausgeschnitten und mit 
Hilfe des "Agarose Gel DNA Extraction Kits" der Firnia Boehringer Mannheim eluiert. 

Die DNA-Extrakte wurden vereinigt, so da8 insgesamt 60 pi Losung erhalten wurden. Die Konzentration die- 
ser Losung wurde durch Elektrophorese von 5 ul in einem 1% Agarose-Gel abgeschatzt. 

c) Zuletzt erfolgte eine Ligation der Tester-DNA mit dem J-Oligonukleotid-Paar: to 

2 pg Tester-DNA-Eluat 
6 ul 10 x Ligase Puffer 

4 ul J-Bgl-24 (2 pg/pl) 
4plJ-Bgl-12(lpg/pl) 

x pi Wasser 15 
57 ul Endvolumen 

d) Oberfiihrung des Reaktionsansatzes in Thermocycler: 

1 min: 50°C 

Abkuhlen auf 10°C in 1 h (ramp rate: 0J°C/9 sec). 

e) Nach Hinzufiigen von 3 pi T4 DNA Ligase (1 U/pl) Inkubation bei 16°C uber Nacht. 20 

f) Einstellung der Konzentration der Tester-DNA auf ungefahr 10 ng/pl durch Zugabe von 120 pi Wasser. 

6. Subtraktive Hybridisierung 

a) 80 pi Driver-DNA (40 pg) aus Schritt 4. und 40 pi (0,4 pg) verdunnte, mit J-Oligonukleotiden ligierte Te- 
ster-DNA aus Schritt 5. wurden in einem ReaktionsgefaB vereinigt und 2 x mit PhenolZ-Chloroform (1 : 1) und 
einmal mit Chloroform 100% extrahiert. 25 

b) Fallung durch Zugabe von 30 pi 10 M Ammoniumacetat, 380 pi Ethanol 100%; 10 min -70°C. 
Zentrifugation: 14 min, 14000 rpm, 4°C. 

AnschlieBend: 2 x Waschen des Pellets mit Ethanol 70%, kurze Zentrifugation. nach jedem Waschschritt; 
Trocknen des DNA-Pellets. 

c) Die Resuspension der DNA erfolgte in 4 pi EE x3-Puffer (30 rnM EPPS, pH 8,0 bei 20°C (Finna Sigma), 30 

3 mM EDTA) - hierbei wurde ungefahr 2 min auf- und abpipettiert, dann 5 min auf 37°C erwarmt, kurz "ge- 
vortext" und zuletzt die Losung durch Zentrifugieren wieder am GefaBboden vereinigt. Zuletzt wurde die Lo- 
sung mit 35 pi Mineralol uberschichtet. 

d) Uberfuhren des Reaktionsansatzes in Thermocycler: 

5 min: 98°C, 35 
Abkuhlen auf 67°C und sofortige Zugabe von 1 pi 5 M NaCl zur DNA, 

20 h Inkubation bei 67°C. 

7, Syn these des ersten Differenzprodukts 

a) Nachdem das Mineralol rnoglichst vollstandig entfernt worden war, wurde die DNA schrittweise verdunnt: 

1. Zugabe von 8 pi TE (+ 5 pg/pl Hefe-RNA), 40 

2. Zugabe von 25 pi TE - danach griindliches Mischen, 

3. Zugabe von 362 pi TE - Vortex. 

b) Fur jede subtraktive Hybridisierung wurden 4 PCRs angesetzt. Pro Reaktion: 
127 pi Wasser 

20 pi 10 x Puffer 45 

20 pi 2 mM dNTPs 

5 pi 25 mM Mg-Chlorid 

20 pi verdunnte Hybridisierungslosung (aus Schritt 7a)) 

c) PCR-Programm: 

3 min: 72°C 50 
Zugabe von 1 pi Taq DNA Polymerase (5 U/pl) 
5 min: 72°C 

Zugabe von 2 pi Primer J-Bgl-24 (1 pg/pl) 
lOx: 1 min: 95°C 

3 min. 70°C ' 55 
zuletzt: 10 min: 72°C; dann Abkuhlen auf Raumtemperatur. 

d) Die 4 Reaktionsansatze wurden in einem 1,5 ml-GefaB vereinigt. 
Extraktion: 2 x Phenol/Chloroform (1 : 1), 1 x Chloroform 100%. 
Nach Zugabe von 2 pg Glykogen Carrier: 

Fallung mit 75 pi 3 M Na-Acetat (pH 5,3), 800 pi 2-Propanol, 20 min Eis. • 60 

Zentrifugation: 14 min, 14000 rpm, 4°C 

Waschen des DNA-Pellets mit Ethanol 70%. 

Nach Trocknen der DNA Resuspension in 40 pi Wasser. 

e) 20 pi der resuspendierten DNA aus d) wurden einem "Mung Bean Nuc lease- Verdau" (= MBN) unterzogen: 

20 pi DNA 65 

4 pi lOx Mung Bean Nuclease Buffer (Fa. NEB) 
14 pi Wasser 

2 pi Mung Bean Nuclease (10 U/pl; Fa. NEB) 
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35 min. 30°C. 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 160 pi 50 mM Tris-HCl (pH 8,9) und 5-minutige Inkubation bei 98°C 
abgebrochen. AnschlieBend wurde das GefaB bis zum nachsten Schritt auf Eis gesetzt. 

f) Wahrend der MBN-Inkubation wurden 4 weitere PCRs angesetzt (auf Eis): 
127 pi Wasser 

20 pi 2 mM dNTPs 

10 pi 25 mM Mg-Chlorid 

2plJ-Bgl-24(lpg/pl) 

20 pi MBN-verdaute DNA. 

g) PCR-Programm: 

1 min. 95°C 

Abkuhlenlassen auf 80°C, Zugabe von 1 pi Taq DNA Polymerase (5 U/pl), 18x: 1 min: 95°C; 3 min: 70°C, 
zuletzt: 10 min: 72°C; Abkuhlenlassen auf 4°C. 

h) Die 4 PCR-Ansatze wurden in einem GefaB vereinigt. 
Extraktion: 2x Phenol/Chloroform ( 1 : 1), 1 x Chloroform 100%. 
Fallung: 75 pi 3 M Na-Acetat (pH 5,3), 800 pi 2-Propanol, 20 min Eis. 
Zentrifugation: 14 min, 14000 rpm, 4°C. 

Waschen des DNA-Pellets mit Ethanol 70%. 

Resuspension der DNA in 100 pi Wasser (resultierende Konzentration: 0,5 pg/pl); die auf diese Weise erhal- 
tene Losung stellte das erste Differenzprodukt dar. 

8. Austausch der Oligonukleotidadaptoren des DifTerenzprodukts 

a) Entfernung der Oligonukleotidadaptoren durch Restriktionsverdau mit Dpnll: 
40 pi Differenzprodukt 1 (0,5 pg/pl) 

30 pi 10 x Dpnll Puffer 
15 pi Dpnll (10 U/pl) 
2 1 5 pi Wasser 

2 h 37°C 

b) Aufarbeitung des Reaktionsansatzes: 

Extraktion: 2 x Phenol/Chloroform (1 : 1), Ix Chloroform 100%. 

Fallung: 33 pi 3 M Na-Acetat (pH 5,3), 800 pi Ethanol 100%, 20 min -20°C 

Zentrifugation: 14 min, 14000 rpm, 4°C. 

Waschen des Pellets in Ethanol 70% und Resuspension in 40 pi Wasser. 

c) Ligation des Differenzprodukts an N-Bgl-Oligonukleotidadaptorenpaar 

1 pi der aufgearbeiteten DNA-Losung aus Schritt b) wurde mit 9 pi Wasser zu einer Konzentration von 

50 ng/pl verdunnt; 4 pi dieser Losung wurden in folgender Reaktion eingesetzt: 

4 pi Dpnll verdautes Differenzprodukt 1 (200 ng) 

6 pi lOx Ligase Puffer 

2,5 pi N-Bgl-24 (3,5 pg/pl) 

2plN-Bgl-12(2pg/pl) 

42,5 pi Wasser. 

d) Nach Uberfuhren des Reaktionsansatzes in Thermocycler: 
1 min: 50°C, 

Abkuhlenlassen innerhalb einer Stunde auf 10°C (ramp rate: 0,l°C/9 sec). 

e) Nach Hinzugeben von 3 pi T4 DNA Ligase (1 p/pl), Inkubation bei 16°C uber Nacht. 

9. Synthese des 2. Differenzprodukts 

Der Ligationsansatz aus Schritt 8e) wurde durch Zugabe von 100 pi Wasser auf eine Konzentration von 1,25 ng/pl 
verdunnt. 40 pi dieser Verdunnung (50 ng) wurden mit 80 pi Driver-DNA (siehe Punkt 4.) gemischt und emeut ge- 
maB den Schritten 6. bis 8. behandelt. Beitn Wechsel der Oligonukleotidadaptoren (Schritt 8.) wurden dieses Mai 
die J-Bgl-Oligonukleotide an das neu entstandene Differenzprodukt 2 ligiert. 

10. Synthese des 3. Differenzprodukts 

Die Konzentration des mit den J-Bgl-Oligos ligierten Differenzprodukts 2 wurde auf eine Konzentration von 
1 ng/pl reduziert. 10 pi dieser Losung wurden wiederum mit 990 pi Wasser (+ 30 pg Hefe-RNA) verdunnt, so daB 
die Konzentration nunmehr 10 pg/pl betrug. Die subtraktive Hybridisierung wurde mit 100 pg (10 pi) J-ligiertem 
Differenzprodukt 2 und 40 pg (80 pi) Driver-DNA aus Schritt 4.) durchgefuhrt. Ansonsten wurde wie beim 1. und 
2. Differenzprodukt nach den Schritten 6. bis 8. vorgegangen. Eine Ausnahme bildete die PCR nach der MBN-Re- 
aktion (Punkt 7.g) - hier wurden nur 18 statt 22 Cyclen durchgefuhrt. 

11. Klonierung des 3. Differenzprodukts 

Das 3. Differenzprodukt wurde zunachst einem Restriktionsverdau mit Dpnll unterzogen, wodurch die Oligonu- 
kleotidadaptoren entfernt wurden. Das Reaktionsprodukt wurde anschlieBend auf ein TAE-Gel aufgetragen und 
elektrophoretisch getrennt. Die getrennten DNA-Banden wurden aus demGel ausgeschnitten, die DNA eluiert und 
in einen mit BamHl geschnittenen Vektor (pBS Not) kloniert. 

12. Charakterisierung der Differenzprodukte 

Urn zu bestatigen, daB es sich bei den kloniert en DNA-Fragmenten nicht um Methodenartefakte handeite, sondern 
urn Sequenzen, die tatsachlich in den untersuchten DNA-Reprasentationen enthalten waren, wurden Southern Ana- 
lysen durchgefuhrt, bei denen die untersuchten cDNA-Reprasentationen mit den radioaktiv markierten Klonie- 
rung sprodukten hybridisiert wurden. 

AnschlieBend wurden diejenigen DNA-Fragmente, die sich in der Southern Analyse als "echte" Differenzprodukte 
erwiesen hatten, mittels Northern Hybridisierungen untersucht: es wurden RNAs aus den untersuchten Geweben 
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(whn(+/+)-Haut-cDNA und nu/nu-Haut-cDNA) geblottet und mil den radioaktiv markierten Klonierungsprodukten 
hybridisiert. Hierdurch wurde die differentielle Expression dieser Sequenzen in den untersuchten Geweben besta- 
tigt. Eine Analyse der Sequenzen ergab die erfindungsgemaBe cDNA von Fig. 1. 

Beispiel 2: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemaBen (PVP) 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen (PVP) wird der Vektor pBSNot-PVP von Beispiel 1 mit BamHl gespalten, 
die fur (PVP) kodierende DNA isoliert und in den mit BamHl gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Quiagen) inse- 
riert. Es wird das Expression splas mid pQ/PVP erhalten. Ein solches kodiert fur ein Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten 
(N-Terminuspartner) und dem erfindungsgemaBen (PVP) von Fig. 1 (C-Terminuspartner). pQ/PVP wird zur Transforma- 
tion von E. coli SG 13009(vgl. Gottesman, S, et al„ J. Bacterioi. 148, (1981), 265- 273) verwendet. Die Bakterien wer- 
den in einem LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60 uM Isopropyl-B- 
D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wird eine Lyse der Bakterien 
erreicht, anschlieBend wird mit dem Lysat eine Chromatographic (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff ent- 
sprechend der Angaben des Herstellers (Quiagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. Das gebundene Fusi- 
onsprotein wird in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach seiner Neutralisierung wird das Fusionsprotein einer 18% SDS- 
Polyacryiamid-Gelelektrophoreseunterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, J. O. und Romberg, R. 
D., J. Moi.BioL 149 (1975), 709-733). 

So kann ein erfindungsgemaBes (Fusions)protein in hochreiner Form hergestellt werden. 

Beispiel 3: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemaBen Antikorpers 

Ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Beispiel 1 wird einer 18% SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter- 
zogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wird eine ca. 25 kD Bande aus dem Gel herausgeschnitten und 
in Phosphat gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stiicke werden sedimentiert, bevor die Proteinkonzentration des 
Uberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau- Farbung folgt, bestimmt wird. 
Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein werden Tiere wte folgt immunisiert: 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kariinchen 

Pro Immunisierung werden 35 ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw. inkom- 
plettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 
Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
Tag 14: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 
Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 
Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wird im Immunoblot getestet. Hierzu wird ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein von Bei- 
spiel 1 einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. Khyse- 
Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die Western Blot-Analyse wird wie in Bock, C.-T et ah, 
Virus Genes 8, (1994), 215-229, beschrieben, durchgefiihrt. Hierzu wird das Nitrocellulosefilter eine Stunde bei 37°C 
mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper ist das Serum des Kaninchens (1 : 10000 in PBS). Nach meh- 
reren Waschschritten mit PBS wird das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper 
ist ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper (Dianova) 
(1 : 5000) in PBS. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C folgen mehrere Waschschritte mit PBS und anschlieBend die 
alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung (36uM 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400 uM 
Nitroblau-tetrazolium, 100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 inM MgCh) bei Raumtemperatur, bis Banden sicht- 
bar werden. 

So konnen erfindungsgemaBe, polyklonale Antikorper hergestellt werden. 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung werden 40 ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS und 0,8 ml komplettem bzw. inkoni- 
plettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 
Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb werden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es werden so erfindungsgemaBe, polyklonale 
Antikorper nachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung werden 12 ug Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. in- 
komplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) 
gelost. 

Tag 0. 1 . Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) Tag 87: Fusion 



DE 197 36 198 C I 



Uberstande von Hybridomen werden im Western Blot getestet. ErfindungsgemaBe, nionoklonale Antikorper werden 
so nachgewiesen. 

Patentanspriiche 

1. Protease- verwandtes Protein, wobei das Protein die Aminosauresequenz von Fig. 1 odereine hiervon durch eine 
oder mehrere Aminsosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umfaBt, wobei das Protein mit letzterer Amino- 
sauresequenz sich von einer bekannten Protease der Kallikrein-Familie auf dem DNA-LeveL durch Hybridisierung 
unter ublichen Bedingungen unterscheidet und Fig. 1 Bestandteil dieses Anspruchs ist. 

2. DNA, kodierend fur ein Protein nach Anspruch 1, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, wobei 
letztere DNA sich von jener einer bekannten Protease der Kallikrein-Familie durch Hybridisierung unter ubli- 
chen Bedingungen unterscheidet, und Fig. i Bestandteile dieses Anspruchs ist oder 

(b) eine mit der DNA von (a) iiber den degenerierten genetischen Code verwandte DNA. 

3. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 2. 

4. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 3. 

5. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1, umfassend die Kultivierung der Transformante nach 
Anspruch 4 unter geeigneten Bedingungen. 

6. Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1. 

7. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 und der DNA nach Anspruch 2 sowie des Antikorpers nach Anspruch 
6 zum Nachweis der Keratinisierung des Haares. 

8. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 zur negativen Regulierung der Keratinisierung des Haares. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das Protein als solches oder in Form einer es exprimierenden Nukleinsaure 
vorliegt. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9, wobei ferner Stoffe eingesetzt werden, wetche die Proteine Ha3 und/oder 
CK15 inhibieren. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei die Stoffe gegen Ha3 bzw. CK15 gerichtete Antikorper und/oder Anti- 
Sinn-Oligonukleotide sind, welche die Expression der diese Proteine kodierenden Nukleinsauren inhibierenden. 

12. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 zur positiven Regulierung der Keratinisierung des Haares. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei das Protein in Form eines es inhibierenden Stoffes vorliegt. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei der Stoffein Antikorper nach Anspruch 6 und/oder ein Anti-Sinn-Oli- 
gonukleotid ist, das die Expression der das Protein kodierenden Nukleinsaure inhibiert. 

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 12 bis 14, wobei ferner die Proteine Ha3 und/oder CK15 als sole he 
oder in Form von sie exprimierenden Nukleinsauren vorliegen. 
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5'- TAG GTG GTG TCA TTC CCC TCC AAC CTG AGT GCT GGC AGG TAC 42 

MPMKMLTM8 
ACT GCT GGC CAC CAG CAG ATG CCC ATG AAG ATG CTG ACA ATG 84 

KMLALCLVLAKS AW 22 
AAG ATG CTG GCC CTG TGC TTG GTT CTT GCT AAA TCA GCC TGG 126 

SEEQEKVVHGGPCL36 
TCG GAG GAA CAG GAG AAG GTG GTT CAT GGA GGC CCG TGT TTG 168 

KDSHPFQAALYTSG50 

AAG GAC TCC CAC CCT TTC CAG GCT GCC CTC TAC ACC TCA GGT 210 

HLLCGGVL I DPQWV64 
CAC TTG CTG TGT GGT GGG GTC CTC ATT GAC CCA CAG TGG GTG 252 

LTAAHCKKPNLQVI78 
CTG ACA GCT GCC CAC TGC AAA AAA CCG AAT CTG CAG GTG ATC 294 

LGKHNLRQTETFQR92 

TTG GGG AAA CAC AAC CTA CGG CAA ACA GAG ACT TTC CAA AGG 336 

QI S VDRT I VHPRYN106 
CAA ATC TCA GTG GAC AGG ACT ATT GTC CAT CCC CGC TAC AAC 378 

P E T H D N D.I MM V H L K 120 

CCT GAA ACC CAC GAC AAT GAC ATC ATG ATG GTG CAT CTG AAA 420 

NPVKFSKKIQPLPL134 

AAT CCA GTC AAA TTC TCT AAA AAG ATC CAG CCT CTG CCC TTG 462 

K N D C S E*.' ENPNCQ I L 148 
AAG AAT GAC TGC TCT GAG GAG AAT CCC AAC TGC CAG ATC CTG 504 

GWGKME NGDF PDT I 162 

GGC TGG GGC AAG ATG GAA AAT GGT GAC TTC CCA< GAT ACC ATT 546 

QCADVHLVPREQCE176 
CAG TGT GCT GAT GTC CAT CTG GTG CCC CGG GAG CAG TGT GAG 588 

RAYPGK I TQSMVCA190 
CGT GCC TAC CCT GGC AAG ATC ACC CAG AGC ATG GTG TGC GCA 630 

GDMKEGNDS CQGDS204 
GGC GAC ATG AAA GAA GGC AAC GAT TCC TGT CAG GGT GAT TCT 672 

GGP LVCGGRLRGLV 218 
GGA GGT CCC CTA GTA TGT GGG GGT CGC CTC CGA GGG CTC GTG 714 



Fig. 1 
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Fortsetzung von Fig. 1 

SWGDMPCGSKEKPG 232 
TCA TGG GGT GAC ATG CCC TGT GGA TCA AAG GAG AAG CCA GGA 756 

VYTDVCTHI RWI QN246 
GTT TAC ACC GAT GTC TGC ACT CAT ATC AGA TGG ATC CAA AAC 798 

I L R N K W L 253 

ATC CTC AGA AAC AAG TGG CTG TGA -3' 840 
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